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Absfiact
One oJ a gen-etically effort oJ'Ae.aegtpti as Dengue Hemonhagic Fever @Hl) vector is b))
u'ting a synrhetic insecticide that is an elfective t'ay lo break the chain of transmission 6f
dengue. However, the use ofinsecticides inrensively for a long tinre could cause resisrdnce.
some ways to derect synrhetic resislance ore suscepribility teit ftioassay) according b the
LI/HO, biochemistry, and molecular fulection. The purpose of this study ,^ i d"tr"t
mulations at codon 9t]9 arul codan 1016 of 7GSC genes, associaledwith veiror resisrance ro
insecticide temephos. Deteclion ofvGSC gene murations was pedormed by susceptibility lesl
according to wHo, DNA ol mosquito larvae which were still alive (reiistance) rhen y)ere
extracred ond amplified with Aed3 and Aed2 primers, and obtained DNA was sequenced. r'he
results of this study shovted ,8096 of mortality rate, v'hile based on the coiJirmation of
sequencing, mulotion was detected at codon 1016 of valine to glycine, and codon 999 of
serine to prolin oJ-Aefus aeg)pti which derived from pasar Ambacang v age oJ padang,
relaled to insecticide resistance temephos that used to lanae control. The conctuiion of tiis
study was the occu*ence of point mutation in 59891, and Vt0l6G of VGSC gene )edes
aeg)pli lan'oe, as a larget site resislance marker on synlhetic oforganophospat in padang.
Keyv,ords: Aedes aegtpt| insecticide resistance, Voltage Gated Sodium Chanet (\GSC),
point mutation.
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PENDAIIULUAN
Setiap tahun kasus Demam Berdarah Dengue (DBD) di kota padang selalu meningkat
yang merupakan salah satu indikasi bahwa program pengendalian nyamuk vektor Ae.aeg)pti
belum berhasil. Pada tahun 2012 junlah kasus DBD di kota padang sebanyak 1.626 [asus
dengan Oase Fatality Rate (CFR) 0,6010 atau setara dengan l0 kematian. Selanjutnya pada
tahu 2013 terjadi penurunan hingga tahun 2014 dengan jurnlah 998 kasus menjadi sebanyak
666 kasus. Namun pada tahun 2015 jumlah tersebut kembali meningkat menjadi sebanyak
1126 kasus. Sehubungan dengan tersebut Dinkes Sumatera Barat mencatatbahwa kota
Padang merupakan daerah dengan kasus DBD tertinggi dibandingkan dengan lg
kota&abupaten endanik lairmya sejak tahun 2006 hingga 2015 (DKK padang, 2015).
Di lndonesia telah dilakukan berbagai program untuk pengendalian vektor DBD,
yaitu dengan manajemen lingkungan, partisipasi masyarakag perlindungan individu,
pengendalian biologis dan pengendalian kimiawi. Pengendalian kimiawi d"pat berupa
fogging unn;k nyamuk dewasa dan penggunaan larvasida atau abatisasi untuk larva nyamuk
(Kemenkes RI, 2010).
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Abatisasi merupakan salah satu tindakan pengendalian nyamuk Ae. Aegtpti yang
masih dilaksanakan hingga saat ini. Abatisasi adalah suatu tindakan pengendalian kimiawi
yang dilakukan terhadap larva nyamuk Aedes sp. Di Indonesia, tindakan abatisasi dilakukan
dengan menggunakan temephos 1olo dengan dosis 1 ppm. Kandungan bahan aktif dari
Temephos adalah Teffamethyl Thiodi, P-Phenylene, Phasporothioate 1o/o, dan inert
ingyedient 99%. Walaupun usaha pencegahan DBD telah dilakukan dengan pengendalian
vektorny4 namun masih terjadi peningkatan kasus DBD, karena resistensi vektor DBD
terhadap insektisida (Dinkes, 20 I 3 ;WHO, 20 12)
Lima et al., (2008) melaporkan pada beberapa kota di negara Branl bahwa nyamuk
vektor Ae.aegtpti telah resistensi terhadap insektisida temephos. Mulyanto et al., (Z0lZ)juga melaporkan adanya resistensi larva Ae. aegy/pti terhadap temephos di kota Surabaya,
dengan kematian larva beragam dari 20o/o hingga 600/o. I./ral tersebut mengindikasikan bahwa
strain nyamuk di kota Surabaya telah resisten terhadap ternephos yang digunakan untuk
abatisasi.
Penggunaan insektisida dengan dosis, obat, sasaran dan cakupan yang tepat akan
mampu mengendalikan vektor DBD. Sebalikny4 jika insektisida digunakan secara tidak tepat
dan dalam jangka waktu teftentu akan menimbulkan resistensi yektor (Kemenkes RI, 2010).
Penggunaan temephos yang telah lebih dari 30 tahun juga memungkinkan terjadinya
perkembangan resistensi (Setiawan dan Fikri, ?Alq. Penentuan resistensi bergantung kepada
bioassay, konsentrasi insektisida yang tetap dan menghitung waktu pemaparan dan data
dilaporkan sebagai persentase kematian serangga atau efek Knock Down (KD). WHO telah
menetapkan dosis diagnosis standar untuk setiap insektisida (Corbel dan N'Guessan, 2013).
Jika mortalitas, serangga uji <80% pada suatu populasi serangga tersebut dinyatakan telah
resisten, sehingga tidak bisa lagi digunakan jenis insektisida tersebut untuk pengendalian
vektor (IRAC, 20ll).
Munculnya resistensi vektor terhadap insektisida yang semakin meluas menambah
sulit untuk rnenanggulangi penyakit yang ditularkan vektor. Mekanisme resistensi terhadap
insektisidamempunyai dasar secara biokimia. Dua bentuk mekanisme utama resistensi secara
biokimia adalah: l). Target site resistance yang terjadi apabila insektisida tidak lagi dapat
mengikat targetl sasamn. 2). Detoxification enzyme-based resistance ymg terjadi karena
peningkatan aktivitas enzym eslerase, oxidase, atut glutathione- S-transferase (GST) untuk
degradasi insektisida sebelum mencapai tempat sasaran (target site) (Brogdon et al., 1998).
Deteksi dini status kerentanan vektor terhadap insektisida dapat bermanfaat sebagai
informasi program untuk pemilihan insektisida yang tepat dalam pengendalian vektor secara
lokal spesifik. Deteksi resistensi vektor terhadap insektisida dapat dilakukan dengan berbagai
cara yaitu : 1. Deteksi secara konvensional dengan metode standart WHO susceptibility test,
2. Deteksi secara biokimia atau enzimatis menggunakan mikroplate, dan 3. Deteksi secara
molekuler.
Prinsip dasar deteksi resistensi pada vektor secara rnolekuler adalah mengidentifikasi
mutasi gen yang menjadi target kelompok inseLtisida secara konvensional, yang salah
satunya adalah gen voltage gated sodium channel (VGSC) akibat penekanan secira selektif
insektisida kelompok Organofosfat dan Pyrethroid serta gen Acetylcholin esterase
(Acel)(French- Costant, 2004). Pada serangga yang telah resisten terhadap insektisida
perytroit dan organofosfat mekanisme resistensi penting diketahui untuk mendeteksi
perubahan atau mutasi pada gen VGSC. Secara molekuler pada gen VGSC terjadi perubahan
satu basa nukleotida pada asam amino yang berkaitan dengan resistensi. Berdasar*an uraian
diatas tujuan penelitian ini untuk mendeteksi dan identifikasi mutasi pada kodon V10l6G
dan kodon S989P gen VGSC yang berkaitan dengan resistensi vektor Aedes aeggtpti terhadap
insektisida temephos di kota Padang.
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BAHAN DAN METODE
A.Uji Resistensi dengan metode standar WHO Susseptibility test
Metode uji kerentanan melalui metode bioassay. Biassay larva dilakukan menggunakan
temephos pestanal 250 mg 97,5o/o (Sigma-Aldrich) pada lan'a instar III atau awal instar IV
yang ditempatkan pada gelas eksperimen. Konsentrasi temephos yang digunakan adalah
sesuai standar WHO (1981) yaitu standar diagnostik 0,02 mg/l dilakukan pada 20 ekor larva
dan kontol. Pengamatan dilakukan pada jumlah kematian larva setelah pengamatan selama
24 jan. Uji resistensi dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali untuk meminimalisasi
kesalahan pengukuran. Kriteria dilakukan menurut Herath : (i). kematian sebesar 99- l00o/o:
Rentan. (ii) kematian 80-98%: toleran/perlu verifikasi. (iii) kematian < 80% resisten.
B. Uji Molekuler
Metode molekuler yang digunakan meliputi beberapa langkah seperti berikut : Isolasi
DNA dari larva nyamuk Ae.aegypti hasil uji bioassay dengan menggunakan kit Isolasi dari
Invitrogen protokol sesuai dengan yang direkornendasikan pabrik. Selanjutnya PCR(Amplifikasi) menggunakan sepasang primer Aed3 F ; 5' ACT ACA TCG GAA TGT GGA
TCG 3'dan Aed2 R: 5'TTG TTG GTG TGC GTT GTC GGC cGT cGG 3', Marcombe et
al., (2A12). DNA hasil amplifikasi dipurifftasi sebelum disekuensing di Macrogen Korea.
Pengeditan hasil sekuensing dilakukan dengan program Bioedit software yang diakses secara
online pada situs: NCBf,:http:lfutuw.mbio.ncsu.edu/bioediti. Selanjutnya dilakukan analisiss
SNP menggunakan program Geneious versi 5.5.7 untuk mengetahui adanya mutasi kodon
padagen VGSC.
HASIL DAN PEMBAHASAN
Uji Bioassay
Hasil bioassay uji resistensi standar WHO susceptibility tesl beberapa sampel nyamuk
Aedes aegtpti di Kota Padang menunjukan adanya resisten terhadap temephos dengan
konsentrasi diagnostik 0,02 m{L (kelompok Organopofosfat). Hasil uji resistensi tersebut
digunakan untuk menyeleksi nyamuk yang telah resisten yang akan digunakan untuk
mendeteksi dan mengidentifikasi mutasi gen VGSC yang berperan dalam resistensi
insektisida.
Hasil susceptibility lesl menggambarkan bahwa larva nyamuk yang tidak mati atau
rnasih hidup dengan kematian <80% dinyatakan resisten. Bioassay sussuptibility test yafiEjuga dilakukan oleh Litbangkes RI (2015) rnelaporkan bahwa di Sumatera Barat nyamuk
Ae.aegtpti telah resisten di kota Bukittinggi dan Kabupaten Pesisir Selatan sedangkan di kofa
Padang masih kisalan toleran terhadap temephos (Komonikasi Pribadi). Perbedaan hasil uii
bioassay yang dilakukan di kota Padang mungkin disebabkan oleh perbedaan lokasi karena
penggunaan larvasida di masing-masing lokasi dengan intensitas yang berbeda.
Temephos merupakan gologan insektisida organofosfat yang banyak digunakan oleh
masyarakat dan juga digunakan oleh pemerintah untuk progr:rm pengendalian nyamuk namun
penggunaannya tidak terkontrol sehingga menyebabkan resistensi pada vektor nyamuk
tersebut. N{ekanisme resistensi yang terjadi akibat insektisida golongan organofosfat adalah
metabolik resisten yaitu adanya enzim-enzim yang dapat mendegradasi inselrtisida sebelum
mencapai sasaran atau target site. Data resistensi nyamuk yang didapatkan dari lokasi
berbeda dan dari waktu kewaktu sangat diperlukan untuk pengembangan strategi manejemen
pengendalian vektor Selanjutnya dengan konfirmasi data sekuensing dideteksi dan
diidentifikasi terjadinya mutasi pada gen VGSC nyamuk Aedes aeglpti dari kelurahan Pasar
Ambacang Kuranji Padang.
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Uji Molekuler
Isolasi DNA larva menggunakan kit Inviffogen dan di amplifikasi dengan
menggunakan primer Aed3 F dan Aed2R menghasilkan fragmen gen VCSC sesuai dengan
sekuen target dengan panjang 579 bp. Hasil PCR tersebut pada beberapalarva Ae.aegtpti di
elektroforesis pada gel agarose l,5o/o diperlihatkan pada Gambar 1. Hasil PCR ter.sebut
kemudian di sekuensing yang menghasilkan 579 pasangan basa nukleotida.
Gambar 1 : Eleknoforegram hasil Amplifikasi Fragmen DNA gen VGSC
Hasil analisis sekuen DNA tersebut menunjukan adanya 2 tittk mutasi pada kodon
989 pengkode Serin (TCA) berubah rnenjadi Prolin (CCA) dan mutasi pada titik 1016 kodon
pengkode Valin (GTA) berubah menjadi Glysin GGA). Hasil analisis dapat dilihat pada
Garnbar 2 dan Gelrrl,&rar 3..
Mutasi titik yang didapatkan pada penelitian ini tidak berbeda dengan penelitian
sebelumnya yaitu di Martique Perancis oleh Marcombe et al., (2012) di India 2013 oleh
Kuswah et al., (2015) di Amerika Latin, Asia Tenggara dan Cina Chun Xiau Li (2015).
Namun hasil penelitian ini berbeda dengan Widiarti et a1.,. (2011) di kelurahan Simongan
Kota Sernarang yang mendeteksi mutasi kodon 1014 Leusin (TTA) berubah menjadi
Fenilallanin (TTT) serta oleh Ghiffari et ol.,(2013) di Palembang yang berhasil mendeteksi
mutasi 1016 Valin menjadi Isoleusin. Hal ini diduga karena penggunaan primer dan target
sekuen yang berbeda. Mutasi- rnutasi yang terjadi pada gen VGSC. Sampai saat ini telah di
temukan beberapa mutasi titik yang berbeda pada beberapa serangga. Pada Ae.aegtpti di
ketahui mutasi gen terjadi pada titik : 1) Il01lM (ATA menjadi ATG) (Daborn et a1.,2002),
2) I101lV (ATA menjadi GTA) (Yanola et a1.,2011), 3) F1552C (TTC meqjadi
TGC)(Kawadaet a|.,2009), 4) F1534C (TTC menjadi TGC) (Yanola et aI.,2010),5) Vl023G
(GTA rnenjadi GGA) (Lima et a1.,2008), V1016G (Srisawat et a1.,2010 danKasai et al.,
2011) dan 6) F1023C (TTC menjadi TGC (Kasai et al.,20ll).
Hasil penelitian ini rnengkonfirmasikan bahwa mutasi titik gen VGSC yang berbeda
beda sesuai dengan jenis insektisida yang digunakan, desain primer serta lokasi pengoleksian
lawaAe.aegtpti.
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Gambar 2 : Hasil analisis data sekuensing adanya mutasi pad kodon S989P Ae. aegtpti
Gambar 3 : Hasil analisis data sekuensing adanya mutasi pad kodon Vl0l6G Ae. aegtpti
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Pada saat ini pengendalian vektor larva Ae.aegypti yalrtg dilakukan pemerintah aclalah
dengan menggurakan temephos terutama di kota dan didaerah daerah endemik DBD
termasuk di kota Padang. Pada perternuan tekhnis dari The National Resistance Monitoring
of Ae. aegtpti ( MoReNAa ) tahun 2006 di tentukan bahwa program pengendalian vektor di
kota-kota dengan rasio resistensi Ae.aegtpti lebih besar dari 3 harus menggunakan insektisida
lain dengan mekanisme kerja yang berbeda agar mengurangi tekanan seleksi terpajan
(Ministerio da Saude, 2006).
Disamping penggunaan inse*lisida alternative, populasi harus di pantau terus menerus
untuk mengetahui resistensi terhadap temephos sampai insektisida ini bisa dipakai kembali.
Selain itu perlu terjadi perubahan budaya didalarn masyarakat agar mengenadlikan Ae aegtpti
secara terus rnenerus dan secara keseluruhan daerah dengan efektif
KESIMPULAN
Bsrdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan nyamuk Aedes degpti sebagai
vektor DBD di kelurahan Pasar Ambacang Kuranji di Kota Padang telah resisten terhadap
temephos yang di gunakan sebagai larvisida" Deteksi dan identifikasi resistensi secara
rnolekuler juga mendapatkan mutasi pada kodon S989P (Serin berubah menjadi Prolin) dan
Kodon V1016G (Valin berubah menjadi Glysin).
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